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摘要 : 过 氧化 氨 酶 (catalase, CAT) 作 为 生物 体内 的 重要 物质 , 其 主要 功能 是 参与 活性 氧 代谢 过 程 , 在 清除 H,0,、 超 
氧 目 由 基 和 过 氧化 物 以 及 阻止 羟基 目 由 基 形 成 等 方面 发 挥 着 重要 作用 。 本 人 研究 利用 RT-PCR 技术 和 RACE 方法 首次 
克隆 和 分 析 了 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua (Hübner) CAT 基因 , 命名 为 SexiCAT, GenBank 登录 号 为 JN051294, 其 
cNDA 序列 全 长 为 1755 bp, 开放 阅读 框 长 1 524 bp, 推测 编码 507 个 氨基 酸 。 经 氨基 酸 序列 比 对 , 此 多 肽 序列 具有 
高 度 保守 性 , 与 其 他 昆虫 CAT 的 序列 一 致 性 分 别 为 : KÆ Bombyx mori (8796) 、 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster 
(73% ) , IRE Aedes aegypti (71% ) MIRMA Tribolium castaneum (70% ) 。 对 该 基因 在 甜菜 夜 蛾 各 个 发 育 时 期 
以 及 不 同 组 织 表达 量 的 灾 光 定量 PCR 分 析 表 明 ，SexiCAT 基因 在 甜菜 夜 峨 各 个 发 育 阶段 的 表达 水 平 存在 显著 差异 ， 
其 中 成 虫 期 的 表达 量 最 高 , 是 孵 期 表达 量 的 7 fu. 幼虫 期 次 之 , 卵 期 最 低 ; SexiCAT 基因 在 5 龄 幼虫 体 壁 、 中 肠 、 脂 
肪 体 和 马 氏 管 组 织 中 都 有 表达 , 但 在 脂肪 体 中 表达 量 最 高 。 甜 菜 夜 蛾 SexiCAT 基因 的 成 功 克 隆 及 同 源 建 模 将 为 今后 
对 其 功能 研究 以 及 作为 靶 标 设计 新 型 氧化 酶 抑制 剂 提供 了 基础 。 
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Cloning, sequence analysis and expression profiling of cDNA coding for 
catalase from the beet armyworm, Spodoptera exigua ( Lepidoptera: 


Noctuidae ) 

HU Zhen, ZUO Hong-Liang, LI Ya-Nan, HUANG Jin-Fei, HU Mei-Ying' ( Key Laboratory of Natural 
Pesticide & Chemical Biology, Ministry of Education, South China Agricultural University, Guangzhou 
510642, China) 

Abstract: Catalase ( CAT) , one of most important enzymes in organism, plays an essential role in active 
oxygen metabolism and preventing the formation of free hydroxyl radicals by clearing hydrogen peroxide, 
superoxide radical and peroxides. In this study, the full-length cDNA of CAT gene from the beet 
armyworm, Spodoptera exigua, was cloned and characterized by RT-PCR and RACE technique, which is 1 
755 bp in length and named as SexiCAT (GenBank accession no. JN051294). The open reading frame 
(ORF) of SexiCAT is 1 524 bp encoding 507 amino acid residues. The amino acid sequence of SexiCAT 
shares a significant identity with catelases of Bombyx mori (87% ) , Drosophila melanogaster (73% ) , Aedes 
aegypti (7196 ) , and Tribolium castaneum (70% ). The temporal expression profiling revealed that 
SexiCAT was expressed in different developmental stages of S. exigua at different expression levels, with the 
highest level in adults, the second highest level in larvae and the lowest level in eggs, and the expression 
level in adults was 7 times as high as that in eggs. Tissue expression profiling further indicated that in 5th 
instar larvae of of S. exigua SexiCAT transcript was observed in the integument, midgut, fat body and 
Malpighian tubules, with the highest expression level in fat body. This study provides a foundation for 
understanding the functions and applications of CAT as a new target for oxidase blocking agent. 
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过 氧化 氢 酶 (catalase, CAT) 是 一 类 广泛 存在 于 
动物 、 植 物 和 微生物 体内 的 抗 氧化 酶 , 除了 少数 需 
氧 生 物 之 外 ， 如 Mycoplasma pneumonia, 2 Fe 
Euglena, Bacillus propilliae RILA F ÆW, JLE Pr 
有 的 需 氧 生物 体内 都 存在 过 氧化 氢 酶 。 它 在 生物 演 
化 过 程 中 是 生物 建立 防御 系统 的 关键 酶 之 一 , 其 生 
物 学 功能 是 催化 细胞 内 过 氧化 氢 的 分 解 ， 从 而 使 细 
fil a Fie HEA (reactive oxygen species, ROS) 分 子 的 
毒害 ( Cadenas et al., 1997) , 

近年 来 , 过 氧化 氢 酶 越 来 越 引 起 人 们 的 广泛 关 
ik. 在 动物 中 , 大 量 人 研究 表明 , 细胞 的 衰老 往往 会 
伴随 着 ROS 的 增加 ,因此 在 正常 生理 代谢 下 产生 
的 过 量 ROS 氧化 损伤 可 能 是 引起 衰老 的 生理 学 原 
因 之 一 (Kregel and Zhang, 2007) 。 在 动物 细胞 中 ， 
CAT 主要 存在 于 过 氧化 物 酶 体 中 , 同时 它 也 是 
H,0, 的 重要 来 源 , 不 仅 负责 清除 过 氧化 物 酶 体 产 
生 的 H,0,, 而 且 也 可 以 进一步 清除 从 细胞 其 他 部 
位 扩散 来 的 H,O, ( Terlecky et al., 2006; Schrader 
and Fahimi, 2006 ) 。 因 此 , 在 很 大 程度 上 CAT RE 
者 细胞 的 抗 氧化 能 力 , FAL et — 2P A A FI € 
Go AFAR Ze HA, 小 鼠 的 CAT 基因 表达 上 调 
能 够 有 效 地 降低 其 凋 亡 基因 的 表达 , FPA ER) BR 
的 寿命 (Schriner et al., 2005; Brezniceanu et al., 
2008; Hasegawa et al., 2008) 。 相 反 , 用 抑制 剂 3- 氮 
基 -1,2 ,4- 三 哗 (3-amino-1 ,2 ,4-triazole, 3-AT) 抑制 
过 氧化 物 酶 体 中 CAT 的 活性 ， 导 致 处 理 的 细胞 
CAT 活性 下 降 到 正常 细胞 的 38% 时 , 细胞 则 会 呈 
现 出 级 联 加 速 衰 老 的 现象 ( Koepke et al., 2008) , 由 
此 可 见 , CAT 在 促进 和 阻止 哺乳 动物 衰老 过 程 中 起 
着 重要 作用 ( Brown-Borga et al., 2000) 。 

同时 , 在 植物 中 也 有 人 研究 表明 ，CAT 在 植物 的 
抗 逆 性 上 起 着 重要 的 作用 , 例如 : 日 本 北海 道 绿色 
生物 研究 所 采用 基因 工程 方法 , 在 水 稳 中 导入 并 表 
达 过 氧化 氧 酶 基因 ,由 于 提高 过 氧化 氢 酶 活性 ， 赋 
了 予 了 水 稳 耐 低温 性 能 ( Matsumura et al., 2002), 25 
Jh, Shikanai 等 (1998 ) 和 Miyagawa 等 (2000 ) 分 别 
验证 了 在 烟草 植株 中 转 人 大肠 杆 参 Escherichia coli 
过 氧化 氧 酶 基因 ,其 植株 叶绿体 内 的 过 氧化 氢 酶 在 
干旱 、 光 和 除草 剂 等 诱导 的 氧化 胁迫 中 表达 量 显 著 
地 提高 ( Cadenas et al., 1997; Miyagawa et al., 
2000), 。 同 时 ，Polidoros £ ( 2001 ) 将 玉米 的 CAT2 
基因 转 和 人 烟草 ,经 检测 发 现 转基因 烟草 植株 对 除草 
剂 引 起 的 伤害 抗 性 大 大 增强 , 说 明了 过 氧化 氢 酶 也 
能 提高 植物 对 除草 剂 的 抗 性 。 


然而 , 与 动 植物 相 比 , 昆虫 中 CAT 的 研究 相对 
较 少 , 20 世纪 90 年代, Orr (1990) 首先 克隆 了 黑 
KRt Drosophila melanogaster CAT 基因 并 在 体内 
过 量 表达 , 引起 果 蝇 生命 周期 的 延长 ,同时 又 有 研 
究 表明 ,羽化 后 的 果 蝇 缺失 过 氧化 氨 酶 基因 将 会 下 
接 导 致死 亡 (Griswold et al., 1993) 。 之 后 ,蜜蜂 
Apis mellifera, ZÆ Bombyx mori 和 南极 蚁 Belgica 
antarctica CAT 基因 也 都 相继 克隆 成 功 (Yamamoto et 
al., 2005; Lopez-Martinez et al.,2008) , 这 些 为 昆虫 
CAT FEARRA WOE BE T EKE HES TH 
S. exigua J&—— REI FES AB. BEREE W fa, 
害 蔬 染 为 主 的 杂食 性 害虫 , 近年 来 ,在 我 国 南方 地 
区 该 虫 对 葡 酯 类 和 有 机 磷 等 杀 虫 剂 产生 了 很 高 的 抗 
药性 , 造成 频繁 暴发 , 因此, 对 昆虫 过 氧化 氢 酶 基 
的 抑制 将 有 可 能 发 展 成 为 害虫 防治 的 新 方法 和 新 
的 途径 。 本 研究 采用 RT-PCR 结合 RACE 技术 , 元 
E73 I| Y SHE TX Spodoptera exigua ( Hübner) CAT 
基因 ,对 得 到 的 甜 业 夜 蛾 CAT 基因 序列 进行 了 生 
物 学 和 同 源 建 模 分 析 ,， 并 通过 奖 光 定量 PCR 技术 
研究 了 该 基因 在 甜 业 夜 蛾 各 个 发 育 阶 段 以 及 不 同 组 
织 的 表达 谱 ， 以 期 为 今后 从 分 子 角 度 深 入 了 解 CAT 
作为 昆虫 潜在 的 裔 标 基因 提供 重要 基础 ,并 最 终 为 
害虫 防治 提供 新 的 思路 和 途径 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆 虫 及 主要 试剂 

MRKAR S. exigua 为 本 实验 室 长 期 用 人 工人 饲 
料 饲养 , 饲养 条 件 为 26 +1, 光 周 期 16L:8D, RH 
70% ~80% 。 在 甜 瑟 夜 蛾 不 同 发 育 阶段 及 5 龄 幼虫 
不 同 组 织 部 位 分 别 取样 ， 置 于 -80Y 中 保存 备用 。 

总 RNA Hite Trizol 试剂 盒 购 自 Omega 公司 , Of 
AREE DNA 纯化 回收 试剂 盒 购 目 Tiangen 公司 。 
Taq DNA RAM DL2000 DNA Marker, AMV 反 转 
RAE. pMD20-T 载体 、 大 肠 杆菌 感受 态 细胞 DH5a 15] 
购 自 TaKaRa 公司 。 定 量 PCR 试剂 盒 购 自 Transgen 
4X], Gene Racer ”Kit 试剂 盒 购 自 Invitrogen 公司 ， 
所 用 引物 由 上 海 英 骏 生 物 技 术 有 限 公 司 合成 。 
1.2 总 RNA 的 抽 提 与 cDNA 第 一 链 的 合成 

参照 Omega 公司 总 RNA 抽 提 Trizol 试剂 盒 使 
用 说 明 , EHH SE AHR S. exigua 不 同 发 育 阶 段 的 样 
品 用 液 拓 研磨 后 进行 提取 , 然后 参照 TaKaRa 公司 
的 AMV 反 转 录 酶 使 用 说 明 书 合成 cDNA 第 一 链 ， 
并 于 -20C 保存 。 
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1.3 引物 设计 及 合成 

根据 NCBI( http://www. ncbi. nlm. nih. gov/) X* 
RH ERR D. melanogaster ( GenBank 登录 号 
NM. 164426) MZ Æ B. mori ( GenBank 登录 号 NP_ 
001036912) 的 CAT 基因 序列 , 设计 简 并 引物 CAT-F 
和 CAT-R( 表 1) , 由 类 潍 捷 其 ( 上海) 贸易 有 限 公司 
合成 。 
1.4 甜菜 夜 蛾 CAT 基因 片段 序列 的 RT-PCR 扩 增 

VARESE BER S. exigua 2 龄 幼虫 cDNA 第 一 链 为 
模板 , 利用 简 并 引物 CAT-F 和 CAT-R 引物 进行 PCR 
扩 增 。PCR 反应 条 件 为 : 94 4 min; 94 30 s, 
53*C 45 s, 72% 1 min, 35 个 循环 ; 72°C 10 min, 

TI FA 1. 596 3 HE PRE BS FLUJO. ER PCR 产物 进 
行 分 析 , FH DNA 琼脂 糖 纯化 回收 试剂 盒 纯 化 目的 


片段 。 将 纯化 产物 连接 至 pMD20-T 质粒 载体 
(TaKaRa 公司 )， 然 后 转化 到 感受 态 大 肠 杆 于 
DHSa rP, PRA EAS, 培养 后 参照 Sambrook 等 
(1989) 的 方法 提取 质粒 , 用 PCR 方法 进行 重组 质 
粒 的 鉴定 。 选 择 经 过 PCR 鉴定 为 阳性 的 菌 液 进行 
序列 测定 (上 海 英 骏 生 物 技术 有 限 公 司 )。 
1.5 甜菜 夜 蛾 CAT 基因 末端 序列 的 RACE 扩 增 
根据 上 述 克 隆 获 得 的 和" 端 编码 区 CAT 片段 序 
JJ, 设计 合成 1 条 特异 性 引物 CAT-3 (221), 用 于 
HH Se BUI CAT 基因 的 3'RACE 2/35, 3'RACE 以 特 
异性 引物 CAT-3 和 Oligo (dT); 21-4 Xf; PCR 扩 
增 。 反 应 程序 为 : 94°C 预 变 性 3 min; 然后 94% 变 
性 30 s, SS% 退火 4$ s, 72°C 延伸 1min, 共 35 个 循 
I^; 最 后 72% 延伸 10 min, 


表 1 本 研究 中 所 用 引物 


Table 1 Primers used in this study 


引物 Primers 


简 并 引物 Degenerate primers 


3'RACE 特异 引物 3'RACE specific primers 


RICE Æ PCR 引物 Specific primers of qRT-PCR 


内 人 参 引 物 Specific primers of reference gene 


1.6 序列 分 析 与 分 子 进 化 树 的 构建 

应 用 DNAStar 软件 推测 甜 荣 夜 蛾 CAT 基因 的 
氨基 酸 序 列 、 和 蛋白 分 子 量 以 及 等 电 点 ,并 通过 在 线 
生物 学 软件 http://www. ncbi. nlm. nih. gov/blast 对 
推测 的 氨基 酸 序 列 与 GenBank 已 知 序 列 进 行 比 较 
分 析 ， 应 用 在 线 软 件 http://bioinfo. genotoul. fr/ 
multalin/multalin. html 进行 多 序列 比 对 分 析 。 分 子 
进化 树 由 PHYLIP 软件 构建 获得 , 采用 邻 位 相连 的 
方法 和 1 000 次 重复 分 析 。 
1.7 同 源 建 模 

运 用 Discovery Studio 2. 0 软件 的 Build 
Homology Models 模块 ， 对 甜 荣 夜 蛾 CAT 的 三 级 结 
构 进 行 了 同 源 性 建 模 , 并 在 PDB 和 蛋白 结构 数据 库 
中 进行 序列 相似 性 搜索 ， 从 而 确定 同 源 性 高 的 蛋白 
作为 模板 用 于 CAT 三 维 结构 的 模 建 。 预 测 10 个 模 
型 , 用 不 同 的 参数 进行 评价 后 选取 分 数 最 高 的 模型 
为 模 建 的 最 后 结果 ,并 对 该 模型 进行 氨基 酸 合理 性 
分 析 。 


序列 Sequences (5' —3) 
CAT-F; ATGGCTKSAMGMGAYSCRGCT 
CAT-R; TAGATAMAAYCTSACTGSTGAT 
CAT-3; ATGAACAACCAGGAGGGATG 
CAT-dF; AATGGATATGGTTCCCACACCT 
CAT-dR; AATGCCCTGGTTCGTCTTGT 
A-F; CGTCCCCATCTACGAAGGTT 
A-R; AGCGGTGGTGGTGAAAGAG 


1.8 实时 菊 光 定量 分 析 

采用 比较 Cr 值 法 的 相对 定量 法 (Livak and 
Schmittgen, 2001) ， 分 析 甜 某 夜 蛾 CAT AE DSL TE SH SE 
夜 蛾 不 同 发 育 阶 段 以 及 5 龄 幼虫 组 织 中 的 相对 表达 
量 。PCR 反应 在 ABI Prism 7000 (美国 应 用 生物 系 
统 公司 ) 中 进行 。 荧 光 定 量 PCR 采用 25 pL 体系， 
各 反应 成 分 的 售 量 为 cDNA 模板 1 pL, SYBR 
mGreen Realtime PCR Master Mix 12.5 uL, 10 pmol/ 
L 的 上 、 下 游 引 物 各 0.5 wl, 灭 菌 超 纯 水 10.5 pL, 
PCR 反应 条 件 为 : 94°C 预 变性 3 min; 94°C 变性 
30 s, 553E K 45 s, 72°C 延伸 45 s 共 40 个 循环 。 
反应 中 设置 以 灭 郊 超 纯 水 为 阴性 对 照 组 ， 以 持家 基 
actin HABA , 每 个 样品 进行 3 次 重复 测定 。 
用 ABI Prism 7000 SDS 1.1 软 件 进行 数据 记录 分 析 ， 
产生 熔 解 曲线 ,其 中 国 值 线 由 软件 目 动 设 定 。 
1.9 数据 统计 与 分 析 

实时 区 光 定 量 分 析 数 据 采 用 邓肯 氏 新 复 极 差 检 
验 法 (DMRT 法 ) 进 行 比 较 各 阶段 相对 表达 量 的 差异 。 
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2 结果 与 分 析 


2.1 EIR CAT 基因 cDNA 编码 区 全 长 的 元 
隆 及 分 析 

VASE SE RR 2 龄 幼虫 的 cDNA 为 模板 , LA CAT- 
F 和 CAT-R X E. P Uf 5| EDS RH SIE TERR CAT 基因 进 
47 PCR 扩 增 , 鉴定 得 到 1 2823 1 281 bp WRA SA 
5j ATG 的 片段 , 据 此 设计 特异 性 引物 ， 进行 3 
RACE 扩 增 , 得 到 一 条 582 bp BJ FUSEAU, TRES 
到 的 2 个 甜 荣 夜 蛾 CAT 的 cDNA Be, 将 序列 中 的 
重复 区 域 去 除 , BEETS BI HSE TER CAT 的 完整 编 
码 区 序列 , 该 序列 全 长 1 755 bp, 其 中 编码 区 序列 
长 为 1 524 bp, 共 编 码 507 个 氨基 酸 ( 图 1), 命名 
为 SexiCAT, GenBank 登录 号 JN051294。 预 测 和 蛋白 
分 子 量 为 56. 89 kD, 等 电 点 为 8.42。 
2.2 SexiCAT 多 序列 比 对 及 进化 树 分 析 

多 序列 比 对 分 析 表 明 昆 虫 间 CAT 基因 非常 保 
SP. JE vu BE BUSH Se qx X CAT 与 黑 腹 果 蝇 D. 
melanogaster, Z& # B. mori, J WMA Xx Tribolium 
castaneum, R Bi y. Aedes aegypti, (i BIAS FN 
Camponotus floridanus, X] E, MV. łk €x Anopheles 
gambiae ^5 6 种 昆虫 的 CAT 氨基 酸 序 列 相 比 较 , 结 
果 显 示 它 们 之 间 具 有 极 高 的 同 源 性 (图 2), 
SexiCAT 与 同 为 鳞 翅 目的 家 看 的 氨基 酸 序 列 一 致 性 
最 高 , 达 87% ; 与 黑 腹 果 蝇 的 同 源 性 为 73% ， 而 与 
埃及 伊 蚊 和 赤 拟 谷 盗 的 一 致 性 分 别 为 71% 和 70% 。 

为 研究 SexiCAT 基因 与 其 他 物种 之 间 的 进化 关 
系 , 采用 MEGAA. 1 软件 中 的 邻 位 相连 法 ( Neighbor- 
joining) 构建 了 系统 进化 树 ， 系统 发 生 树 进行 了 
1 000 次 重复 构建 (图 3)。 由 图 3 可 知 : 不 同 物种 之 
间 的 氨基 酸 序 列 差 异 较 大 ; 而 同 物种 同一 目 昆 虫 之 
间 的 差异 较 小 , 其 中 ，SexiCAT 5j ised H A) At ae A 
基 酸 序列 差异 最 小 , 而 与 鞘翅 目的 赤 拟 谷 瓷 、 双 翅 
目的 埃及 仇 蚁 等 的 氨基 酸 序列 差异 较 大 , 这 与 它们 
在 分 类 地 位 上 的 亲缘 关系 远近 是 一 致 的 , 但 昆虫 
CAT 与 哺乳 动物 之 间 的 距离 较 远 , 这 也 符合 它们 在 
分 类 地 位 上 相隔 较 远 的 规律 , 该 进化 树 较 好 地 反映 
了 各 物种 CAT 之 间 的 进化 关系 。 
2.3 SexiCAT 的 同 源 建 模 及 可 靠 性 分 析 

利用 Blast 程序 对 PDB 库 进 行 SexiCAT 的 同 源 
和 蛋白 的 搜索 , 编号 为 1DGB (Putnam et al., 2000) 的 
AE Aj SexiCAT 的 氮 基 酸 序列 一 致 性 最 高 ， 达 到 
67% 。 应 用 Discovery Studio 2. 0 软件 的 Build 
Homology Models 模块 ， 以 1DGB 为 模板 对 SexiCAT 


的 三 级 结构 进行 了 同 源 建 模 ， 如 图 4 所 示 , 主要 由 
内 部 的 B Jr A Wifi y a 螺旋 组 成 aqB/Ba 结构 ， 
并 且 有 一 些 B 转角 结构 。 同 时 应 用 Discovery Studio 
软件 中 的 Profile-3D 模块 对 已 经 构建 好 的 SexiCAT 
三 维 结构 模型 进行 可 靠 性 分 析 , 结果 如 图 5 所 示 。 
通过 Profile-3D 分 析 可 知 , BRT N 端 ( 肽 链 的 两 端的 
得 分 允许 小 于 0) , 绝 大 部 分 氨基 酸 残 基 的 Profile- 
3D 得 分 都 大 于 0, 这 说 明 大 部 分 氨基 酸 残 基 都 处 于 
合理 位 置 。 为 进一步 直观 地 展示 SexiCAT 三 维 结构 
模型 好 坏 , 我 们 采用 拉 曼 图 的 形式 展示 (B6), $ 
色 区 域 以 内 的 残 基 结 构 非常 合理 , 而 处 于 蓝 色 以 外 
紫色 区 域 以 内 的 残 基 结 构 比 较 合 理 , 位 于 这 两 个 区 
域 以 外 的 残 基 结构 则 合理 性 较 差 。 由 图 可 以 看 出 ， 
SexiCAT 和 蛋白 中 98% 的 氨基 酸 残 基 结 构 合理 。 由 上 
述 Profile-3D 和 拉 曼 图 分 析 表 明 同 源 建 模 的 
SexiCAT 的 三 维 结构 是 可 徘 的 。 
2.4 SexiCAT 在 甜菜 夜 蛾 不 同 发 育 阶段 以 及 不 同 
组 织 的 表达 谱 

以 甜菜 夜 蛾 1 龄 幼虫 CAT 基因 的 mRNA 含量 
作为 基准 含量 , 对 SexiCAT mRNA 的 表达 量 随 不 同 
发 育 时 期 的 变化 进行 分 析 , 由 图 7 可 知 ，SexiCAT 
在 甜菜 夜 蛾 各 发 育 阶 段 均 有 表达 , 这 与 虫 体 发 育 各 
阶段 自身 抗 氧 化 能 力 的 生理 规律 基本 相 一 致 ， 其 
FP, 卵 、 初 孵 幼 虫 、1 龄 幼虫 的 表达 量 都 较 低 , 但 从 
2 龄 幼虫 开始 SexiCAT mRNA 的 表达 量 出 现 大 幅度 
增加 , 成 虫 mRNA 的 表达 量 达 到 最 高 , 与 最 低 时 期 
卵 的 表达 量 相 比 约 7 倍 。 同 时 , 本 研究 对 SexiCAT 
mRNA 的 表达 量 在 不 同 组 织 中 变化 也 进行 了 分 析 
(图 8)。 由 图 8 可 知 SexiCAT mRNA 在 甜菜 夜 蛾 $ 
龄 幼虫 脂肪 体 中 的 含量 最 高 ， 另 外 在 体 壁 、 中 肠 、 
马 氏 管 都 有 表达 , 其 中 在 中 肠 组 织 里 表达 最 低 ， 与 
最 高 表达 量 的 脂肪 体 相差 约 37 fis 


3 ”结论 与 讨论 


本 研究 通过 RT-PCR 和 RACE 技术 , WD v [e 
A 3 nl e POR GE Ab AS CAT 基因 SexiCAT 编码 区 
全 长 , 并 分 析 了 SexiCAT 基因 及 其 编码 蛋白 的 基本 
结构 特征 和 表达 特点 ,为 今后 进一步 研究 其 生理 功 
能 ,筛选 高 效 抑制 剂 ,进而 设计 新 型 氧化 酶 抑制 剂 
提供 了 有 益 的 参考 信息 。 我 们 通过 多 序列 比 对 分 析 
KBR, CAT 基因 在 昆虫 中 具有 和 较 高 的 保守 性 , 但 昆 
m CAT 基因 与 哺乳 动物 之 间 差 蜡 较 大 (图 2, 3), 
这 不 仅 体 现 了 物种 之 间 不 同 的 进化 关系 ,而 且 也 为 
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H RE: AAT Se a cDNA 序列 克隆 、 序 列 分 析 和 表达 特征 


gat gte aac ttc ct gat gag att tct tec ttt — pac age gag  cgc ate ca 204 
D V N F L D E I S S F D R E R I P 68 
gag cgt gtt gta cat gcc dag gat gct ggt ga ttt gga tac paa gta 255 
E R V V H A K G A G A F G Y F E V 85 
acc cac gac aic act aag tac tgt got gct aaa alco ttg gaa aca gtt pga 306 
T H D I T K Y C A A K I F E T V G 102 
aag aca aca cct atge got gte aga tte te acd gt gut gel gaa agt gee 357 
K T T P M A V R F S T V G G E S G 119 
tet get gat act gte cgt gat ccc cet gga (d got gtt daa tc fac acc 408 
S A D T V R D P R G F A V K F Y T 136 
ga gat gge aac trg gac ctt gtt gga aac aac act cet — ad tte tte ate 459 
D D G N W D L V G N N T P I F F I 153 
aga pat get gt ttg te ccc ag —— tic ate. cde ace m a aga aac ce 510 





A A H L K D P D M F WwW D F I T L R 187 
cct gaa act acc cat caa gtg ate tt — dg tte ust gac cat  ggt at — cca 612 
P E T T H Q V I Y L F G D R G I P 204 
gat get tae aga cac alg 7 aai gpa 7 tt get to cac aco tte aag at gtt 663 
D G Y R H M N G Y G S H T F K M V 221 
aat gct caa  gsa gig gea | os - ues gtg aaa te cat tac aag acg aac cag 714 
N A Q G V A HE W Vv K F H Y K T N Q 238 
gge at aaa aac ttg tot gt gaa adag gt  gca gaa ctg ga tcc da gac 765 
G I K N L S V E K A A E L A S S D 255 
cct gac tat tot att aga gac tta tac aa gcc atl gct aag get gac tte 816 
P D Y S I R D L Y N A I A K G D F 272 
cca tcc teg aca alg fac att caa pte atge acc atz gct caa  gca gaa age 867 
P S WwW T M Y I Q V M T M A Q A E S 289 
tgo aaa tte aa ca tt gas atg act aag gta deg coc cac to gag tac 918 

K F N P F D M T K V W P H S E Y 306 
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Fig. 1 
划 横 线 区 表示 亚 铁血 红 素 结合 位 点 , 划 虚 线 区 表示 NADPH 结合 位 点 。The bar denotes residues interacting with a heme group, and the dotted line 
indicates NADPH binding residues. 


cDNA nucleotide sequence and the deduced amino acid sequence of SexiCAT in Spodoptera exigua 
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图 2  SexiCAT 与 其 他 已 知 昆虫 CAT 氨基 酸 序列 比 对 
Fig. 2 Amino acid sequence alignment of the SexiCAT with known CAT of other insects 


S. exigua; 甜菜 夜 峨 Spodoptera exigua; B. mori; ZÆ Bombyx mori; A. aegypti: 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti; A. gambiae: X] HEWER EX Anopheles gambiae; 


T. castaneum: Jf 4 4 X& Tribolium castaneum; C. floridanus: 


melanogaster. 


抑制 干扰 该 蛋白 的 生理 生化 功能 提供 了 理论 基础 。 
现 已 有 人 研究 表明 , 在 多 种 昆虫 中 , 过 氧化 氢 酶 在 生 
命 周 期 和 繁殖 能 力 方面 起 着 决定 性 的 作用 ,例如 ， 
Diaz-Albiter 等 (2011 ) 利用 RNA 干扰 技术 成 功 沉 默 
TRAS S Lutzomyia longipalpis CAT 基因 , 使 得 其 
死亡 率 显 著 增 加 和 卵 母 细胞 的 大 量 减少 ; Or 等 
(1990 ) 在 黑 腹 果 晶 D. melanogaster 体内 使 CAT 基 
因 过 量 表达 , 引起 果 蝇 生命 周期 的 延长 ; Magalhaes 
等 (2008 ) 也 证 明了 对 冈比亚 按 蚊 CAT 基因 进行 有 
效 的 沉默 , 使 得 其 由 ROS 大 量 增加 而 导致 的 死亡 。 
目前 昆虫 中 CAT 的 基因 结构 研究 资料 并 不 是 
很 丰富 ,不 吻 比 较 不 同 昆虫 间 CAT 的 共同 点 与 差 
异性 。 本 研究 获得 的 SexiCAT 序列 全 长 1 755 bp, 
开放 阅读 框 长 1 524 bp, 编码 507 TAR, 
Yamamoto 等 (2005 ) 对 家 看 CAT 基因 (GenBank & 
录 号 NP_001036912 ) 的 研究 结果 比较 可 和 项, KE 


ih BGA SS FX Camponotus floridanus; D. melanogaster: 


IB ug dg Drosophila 


CAT 编码 区 全 长 1 524 bp, 编码 507 个 氨基 酸 , 与 
SexiCAT 完全 一 致 ， 同 时 在 已 知 不 同 种 属 的 昆虫 
CAT 中 都 具有 亚 铁血 红 素 结合 位 点 (Murthy et al., 
1981) 和 NADPH 结合 位 点 (Putnam et al.，2000 ) 。 
本 人 研究 运用 qRT-PCR 技术 测定 分 析 了 SexiCAT 在 
甜菜 夜 蛾 不 同 发 育 阶段 及 组 织 部 位 的 表达 特征 ,， 绪 
果 表 明 ，SexiC47 在 甜菜 夜 蛾 各 个 发 育 阶段 都 有 表 

,但 在 卵 期 和 低龄 幼虫 的 表达 量 显 车 低 于 肾 期 和 
RENE, 成 虫 期 表达 量 最 高 ,是 卵 期 最 低 表 达 量 
的 7 倍 ( 图 7)。 该 结果 与 南极 蚊 B. antarctica 的 
CAT 基因 表达 模式 相 类 似 (Lopez-Martinez et al., 
2008) 。 那 么 这 些 结果 是 否 预 示 者 昆虫 CAT 的 功能 
保守 性 很 强 , 有 待 于 今后 研究 证 实 。 同 时 ，SexiCAT 
还 不 仅 表达 于 甜 沫 夜 蛾 的 体 壁 、 中 肠 、 马 氏 管 组 织 
中 , 而 且 在 脂肪 体 中 有 较 高 的 表达 , 这 可 能 是 与 脂 
肪 体 作 为 营养 物质 中 间 代 谢 的 场所 , 拥有 的 丰富 生 
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图 3 甜菜 夜 蛾 与 其 他 物种 基于 CAT 同 源 基因 编码 氨基 酸 序列 的 系统 发 育 树 

Fig. 3 Phylogenetic tree based on amino acid sequences of CAT from Spodoptera exigua and other organisms 
S. exigua; 甜菜 夜 峨 Spodoptera exigua; B. mori; XÆ Bombyx mori; A. aegypti: 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti; A. gambiae: 冈比亚 按 蚊 Anopheles gambiae; 
T. castaneum: JR 114 43 XX Tribolium castaneum; C. floridanus; [jb 4 H iA HW Camponotus floridanus; D. melanogaster; 5% Hf IR i Drosophila 
melanogaster; P. perniciosus; Ej # Phlebotomus perniciosus; L. longipalpis: K Ji # Lutzomyia longipalpis; P. vanderplanki; + 4X Polypedilum 
vanderplanki; C. plicata; #4 £X 5 HF Cristaria plicata; F. chinensis; BH Xf WR Fenneropenaeus chinensis; C. quinquefasciatus: SX f JÆ IX Culex 
quinquefasciatus; C. farreri: T8 fL Jg Ul Chlamys farreri; G. morsitans morsitans; J| Ff "8 Glossina morsitans morsitans; H. saltator: EN BF BE $X 
Harpegnathos saltator; B. plicatilis: EF Æ #¢ 44 Brachionus plicatilis; P. fucata: GA REEI Pinctada fucata; L. vannamei: Bg X H Xt Wh Litopenaeus 
vannamei; M. undulatus; Jẹ ZZS RS Melopsittacus undulatus; D. rerio; 斑马 鱼 Danio rerio; M. musculus; /vZE BR Mus musculus; H. sapiens; 人 类 Homo 
sapiens; C. idella; 草鱼 Ctenopharyngodon idella. 
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图 4 SexiCAT 的 三 维 结构 模型 图 5 SexiCAT 三 维 模型 的 Profile-3D 分 析 


Fig. 4 ‘Three-dimensional struoture modeling of SexiCAT Fig. 5 Profile-3D analysis on three-dimensional model of SexiCAT 
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图 6 SexiCAT 三 维 模型 的 拉 氏 图 分 析 
Fig. 6 The Ramachandran plots of SexiCAT 
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图 7 不 同 发 育 阶 段 甜菜 夜 蛾 SexiCAT 的 相对 表达 量 


Fig. 7 Relative expression level of SexiCAT in different 


developmental stage of Spodoptera exigua 

柱 上 不 同学 母 表 示 不 同 处 理 间 的 差异 性 显著 (P<0.05); 图 8 同 。 
Different letters above bars indicate significant differences between 
different treatments ( P «0.05). The same for Fig. 8. 

1: BH Ege; 2: WIRE Newly hatched larva; 3: 1 #64) E, 1st instar 
larva; 4; 2 龄 幼虫 2nd instar larva; 5; 3 龄 幼虫 3rd instar larva; 6; 4 
龄 幼虫 4th instar larva; 7: 5 #8 44 Hi Sth instar larva; 8: Jil HF 
Prepupa; 9; 肾 Pupa; 10; 成 虫 Adult. 
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图 8 Hen H5 龄 幼虫 不 同 组 织 中 SexiCAT 的 相对 表达 量 
Fig. 8 Relative expression level of SexiCAT in different tissues 


of 5th instar larvae of Spodoptera exigua 


理 代 谢 作 用 有 关 (Nabizadeh and Kumar, 2011), 4% 
外 ,本 研究 通过 同 源 建 模 的 方法 得 到 了 SexiCAT 的 


三 维 结构 , 并 进行 了 可 徘 性 分 析 , 结果 显示 ,CAT 
EAF 98% 的 氨基 酸 残 基 结 构 合 理 。 这 将 为 进 一 
步 确定 其 功能 位 点 以 及 与 化 合 物 的 结合 位 点 分 析 提 
供 了 理论 基础 。 

AL, 随 着 对 昆虫 CAT 基因 及 其 功能 位 点 的 
深入 研究 , 今后 可 以 研制 出 以 CAT PE Ay SES BUT 
型 氧化 酶 抑制 剂 ， 以 显著 降低 昆虫 通过 环境 胁迫 及 
自身 所 产生 过 多 的 活性 氧 目 由 基 的 清除 能 力 以 及 对 
农药 的 抗 性 , 实现 对 昆虫 高 效 , 对 哺乳 动物 安全 的 
目标 , 这 将 是 一 条 新 的 防治 害虫 途径 。 
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